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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verwendung von zyklischen Lipopeptiden als Antibiotika gegen Mikroorganismen der Klasse Molticutes 

@ Vertreter der Mikroorganisnnenklasse Mollicutes, wie z. B. 
die Mykoplasmen, sind als Erreger von Krankheitan beim 
Menschen und beim Tier oder als parasitare Kontamina- 
tionskeime von Zellkulturen bekannt und konnen nur schwer 
mit Antibiotika effektiv bekampft warden. Zyklische Lipopep- 
tide sollen durch ihre bessere antibiotische Aktivitat gegen- 
uber Mykoplasmen und der geringeren Zytotoxizitat auf die 
befallenen Wirtszellen gegenuber bisher angewandten Anti- 
biotika eine effektivere Inaktivierung ermoglichen. 
Die Verwendung des zyklischen Lipopeptids Surfactin bei 
der Behandlung von Zellkuituren erfolgt durch direkte Zuga- 
be in das Kulturmedium iiber den Zeitraum von einer 
Zeilpassage. Durch die Behandlung ist eine vollstandige 
Inaktivierung der Mykoplasmen mdglich und das Antibioti- 
m kum kann durch Mediumwechsel entfernt warden. 
£ Zyklische Lipopeptide eignen sich nicht nur fur die Eltminie- 
rung von Mykoplasmenkontaminationen aus Zellkulturen, 
sondern auch als Medikament gegen Mykoplasmeninfektio- 
nen oder bei der Herstellung und Konservterung von Erzeug- 
nissen aller Art, bei denen eine Kontamination mit Mykoplas- 
men auszuschlie&en ist. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft die Anwendung zyklischer Fettsiure-haltiger Peptide, die sich zur Eliminierung und 
Vermeidung von Kontaminationen, hervorgerufen durch Mikroorganismen der KJasse Mollicutes, in verschie- 
denen pharmazeutischen, biotechnologischen und medizinischen Bereichen, insbesondere als Zusatzstoff fur 
Zell-, Gewebe- und Organ kulturen, der Produktion von verschiedenen pharmazeutischen Erzeugnissen, zur 
Behandlung von Labortieren und Pflanzen bzw. zur Bekampfung von Infektionskrankheiten verwenden lassea 

Mikroorganismen der KJasse Mollicutes, zu der die Mykoplasmatales, Acholeplasmataceae und die Spiroplas- 
mataceae zahlen, sind als sogenannte Mykoplasma-Infektionen typische Kontaminationskeime in der Biotech- 
nologie, vor allem in der Zellkulturtechnik. In Zellkulturen aus verschiedenen Laboratorien ist eine Mykoplas- 
mainzidenz mit einer Haufigkeit von 5—87% beobachtet wordea In nur 0—4% aller primaren Zellkulturen sind 
hingegen Mykoplasraen nachgewiesen worden [G. J. McGarrity und H. Kotani (19-85) Cell culture mycoplasma, 
S. 353—390, In: S. Razin und M.F. Barile (Ed), The mycoplasmas, Vol IV, Mycoplasma pathogenicity. Academic 
press Ino, Orlando, Florida], 

Als FContaminationsquellen kommen die Verwendung von verunreinigten Medienzus&tzen, wie fdtales Kal- 
berserum und Trypsin, das Laborpersonal und kontaminierte Arbeitsgerate und -flachen in Frage. Mykoplasmen 
kdnnen sich unter extremen Bedingungen vermehren, treten.aber meist als extrazellulare Parasiten tierischer 
Zellen auf. Mykoplasmen k6nnen die fur die Replikation bendtigten Nahrstoffe nicht selbst synthetisierea Es 
kommt zu einer Schadigung der Wirtszellen zum einen als Folge einer entsprechenden Abwehrreaktion, zum 
anderen durch die Wirkung der Stoffwechselprodukte der parasitierenden Mykoplasmen. 

Mykoplasmen kdnnen Krankheitsbilder bei Menschen und Tierea z. B. Labornagetieren, hervorrufea Vor- 
wiegend kommt es zu Erkrankungen der Respirationstrakte wie z. B. Pneumonien und Tracheobronchitis u. a, 
durch Mycoplasma pneumonie, M. orale, M. salivarium, M. faucium und M. buccale oder des Urogenital traktes 
wie beispielsweise Urethritis und Urethroprostatis durch M. ho minis, M. fermentans oder Ureaplasma urealyti- 
cum. 

Obwohl Mykoplasmen in Zelluberstanden hohe Replikationszahlen aufweisen, bewirken sie haufig keine 
augenfalligen Veranderungen der befallenen Zellkulturen, Eine Entfernung von Mykoplasmen aus den Zellkul- 
turen ist dennoch notwendig, da diese u. a. zu chromosomalen Abnormalitatea Hemmung des Zellwachstums, 
Induktion von Cytokines Veranderung der Antigencharakteristik der Zelloberflache und Beeinflussung des 
Zellmetabolismus fuhren konnen^ die bei Experimenten nicht reproduzierbare und unzuverlassige Ergebnisse 
bewirken. Zellkulturen sind eine notwendige Voraussetzung fur die Produktion diverser Pharmazeutika. Die 
Infektionssicherheit von biotechnologischen Pharmazeutika, z. B. Impfstoffen, monoklonalen Antikorpern oder 
rekombinanten Proteinen erfordert die Entfernung der haufig latent auftretenden M y ko plasm enkontamin at ion, 
was grundsatzlich mit betrachtlichen Verlusten an Forschungszeit und -mitteln bzw. Produktivitat verbunden ist 
Zur Eliminierung von Mykoplasmen aus Zellkulturen und ihren Produkten sind verschiedenartige Antibiotika in 
Benutzung, die einzeln oder in Kombination appliziert werden [S. Coronato et aL (1994) J. Virol. Meth. 46 85—94; 
RJ. Hay et aL (19-89) Nature 339487 -488]. 

In der Regel sind Mykoplasmenkontaminationen nur schwer oder gar nicht vollstandig zu beseitigea Eine 
Behandlung von Medienzusatzen wahrend der Aufbereitung durch Filtration an 0,1 um ICerzenfilter stellt in 
praxi keinen absoluten Schutz dar [H. Rabenau und H.W. Doerr (1990) Die Infektionssicherheit biotechnologi- 
scher Pharmazeutika aus virologischer Sicht, S. 24, GIT VERLAG GmbH, Darmstadt} Die Effizienz verschie- 
denartiger Antibiotikabehandlungen zur Eliminierung oder Suppression von Mykoplasmen aus unterschiedlich- 
sten Umgebungen ist in der Weise meist unzureichend, daB iiber einen langeren Zeitraum Antibiotikakonzentra- 
tionen benotigt werden, die toxisch auf die zu schutzenden Zellen wirken kdnnea Die meisten der eingesetzten 
Antibiotika hemmen das Wachstum von Mykoplasmea Die groBe Anzahl zellwandwirksamer Antibiotika findet 
keine Wirkung, da Mykoplasmen keine Zellwand besitzea 

Die Erfindung betrifft zyklische Fettsaure-haltige Lipopeptide gekennzeichnet durch eine bessere antibioti- 
sche Aktivitat gegenuber Mikroorganismen der Klasse Mollicutes bei gleichzeitig geringerem zytotoxischen 
Effekt auf die Wirtszellen gegenuber bisher bekannten Antibiotika. Die hier beschriebenen Substanzen besitzen 
eine lytische Aktivitat gegen Mollicuti und kdnnen so einzeln oder in Kombination angewendet zur vollstandi- 
gen Eliminierung von Mykoplasmen in der Biotechnologie auf eine zeit- und arbeitssparende Weise und zur 
Bekampfung von Kxankheiten, hervorgerufen durch Vertreter dieser Mikroorgansimenklasse, gegebenenfalls 
als Zusatzmittel in Arzneimitteta eingesetzt werdea 

Die in den Patentanspruchen gekennzeichneten zyklischen Lipopeptide konnen nach bereits beschriebenen 
Verfahren leicht hergestellt werdea Viele Lipopeptide werden u. a. vom Mikroorganismus Bacillus subtilis in 
vivo gebildet und in das umgebende Medium in hohen Konzentrationen sekretiert, aus dem sie dann isoliert 
werden konnea Zu diesen Lipoeptiden gehort das Surfactin, das die folgende allgemeine Struktur aufweist, in 
der Y fur die Aminosauren Leu, He und Val und Z fur die Aminosauren Leu und Ala stehen: 
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Surfactin kommt in der Natur als Gemisch mit unterschiedlichen Fettsaurekomponenten und Aminosaurese- 
quenzen in variablen Mengenanteilen vor. Surfactin kann nach der Vorschrift von F. Baumgart et aL (1991), 
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Biochem. Biophys. Res. Commua 1 77 998—1005, hergestellt werden. 

Im folgenden werden Ausfuhrungsbeispiele fiir die Verwendung zyklischer Lipopeptide zur Inaktivierung von 
Mykoplasmen beschrieben. Als Modellsubstanz fiir diese Untersuchungen wird das Surfactin gewahit, das als 
typischer Vertreter der in den Patentanspriichen beschriebenen zyklischen Lipopeptide angesehen werden 
kann. 

Beispiel 1 

Inaktivierung von Mykoplasmen in adharenten Zellkulturen 

1. Ca. MO 6 frisch trypsinierte ML-Zellen (Nerz-Lungenzellen) bzw. CVl-Zellen (Nierenzellen der griinen 
MeerkatzeX hochgradig kontaminiert mit Mycoplasma hyorhinis, wurden in einer Petrischale (10 cm 0, 
Nunc) mit Dulbecco's modifiziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% (v/v) frisch fiber 30min bei 56° C 
inaktiviertem fdtalem Kalberserum (GIBCO) und 40 u,M Surfactin passagiert Das Surfactin wurde dazu in 
FCulturmedium gelost und fiber Spritzenvorfilter (Nalgene, Porenweite 0,1 ura) sterilfiltriert 

2. Die ML-Zellkultur wurde 3 Tage und die CVl-Zellkukur 8 Tage bei 37° C und 5 VoL-% C0 2 bebrutet Die 
Zellen waren zu hohen Dichten herangewachsen, bildeten einen homogenen Zellrasen und konnten mit 

0. 25. Trypsin, 2 mM EDTA, passagiert werden. 

3. Nach zweimaliger Passage ohne Surfactin- Behandlung erfolgte der Mykoplasmennachweis durch Fluo- 
reszenz-DNA-Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4'-6-Diamidino-2'-phenyJindoI (DAPI, Boehringer 
Mannheim) entsprechend der Anleitung in der Produktbeschreibung, mit einem Mykoplasmen-spezifischen 
ELISA-Test (Boehringer Mannheim) sowie durch Nutzung der Polymerase-Kettenreaktion mit dem myco- 
plasma PCR primer set (Stratagene) entsprechend der Produktanleitung und nach der Vorschrift von F.J.M. 
van Kuppeveld et aI.[Appl. Environ. Microbiol 60 149 — 152 1994} 

Nach Anwendung von Surfactin konnte in den getesteten Zellkulturen mit keinem der angewandten Nach- 
weisverfahren eine Kontamination der ML- oder CV 1 -Kulturen mit Mykoplasmen f estgestellt werden. 

Beispiel 2 

Inaktivierung von Mykoplasmen in Suspensionszellkulturen 

1. Die humanen T-Helferzell-Linien Molt 4/8, MT-4, H9 bzw. Jurkat hochgradig kontaminiert mit Myco- 
plasma orale, wurden jeweils in 10 ml RPMI 1640- FCulturmedium (GIBCO) rait 5% (v/v) fiber 30 min bei 
56° C inaktiviertem fdtalem Kalberserum (GIBCO), 2 mM L-Glutamin (ICN) und 80 u.M Surfactin, sterilfil- 
triert fiber einen Spritzenvorf Uter (Nalgene, Porenweite 0,1 urn) suspendiert und in einem Zentrifugenrdhr- 
chen (15 ml Vo lumen, Falcon) aufgenommen. Die Zelldichte betrug je Zellinie ca. 5 • 10 5 Zellen/mL 

2. Der Reaktionsansatz wurde durch intensives Vortexen von mindestens 30 Sekunden Dauer homogeni- 
siert und 2 Stunden bei Raumtemperatur unter permanentem Schwenken inkubiert 

3. AnschlieBend wurde die Zellsuspension 10 min bei 300 g zentrifugiert Die sedimentierten Zellen wurden 
in 5 ml RPMI 1640-Kulturmedium mit 5% (v/v) hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum, 2 mM L-Glutamin 
und 30 u.M Surfactin, sterilfiltriert fiber einen Spritzenvorfilter (Nalgene, Porenweite 0,1 um), auf genommen 
und in eine 50 ml-Plastikzellkulturflasche (Nunc) Qberffihrt 

4. Die Kultur wurde 4 Tage bei 37° C und 5 VoL-% C0 2 bebrutet Die Zellen waren zu hohen Dichten 
herangewachsen und wurden durch 10 minfitige Zentrifugation bei 300 g pelletiert Das Surfactin- haltige 
Medium wxirde entfernt die Zellen in 10 ml RPMI 1640-Kulturmedium mit 10% (v/v) inaktiviertem fdtalem 
Kalberserum und 2 mM L-Glutarain aufgenommen und in eine 50 ml-Plastikzellkulturflasche (Nunc) Qber- 
ffihrt 

5. Nach weiteren 3 Tagen Bebrfitung wurden die Zellen mit einem elektronischen Zellzahlgerat (Modell 
CASY1, Scharfe System) gezahlt Die Zellen wurden entsprechend der jeweiligen Zelldichte in RPMI- Medi- 
um mit 1 0% (v/v) fotalem Kalberserum und 2 mM Glutamin passagiert 

6. Nach zweimaliger Passage der Zellen ohne Surfactin erfolgte der Mykoplasmennachweis durch Nutzung 
der Polymerase-Kettenreaktion mit dem mycoplasma PCR primer set (Stratagene) entsprechend der Pro- 
duktanleitung und nach der Vorschrift von FJ.M. van Kuppeveld et aL [AppL Environ. MicrobioL 60 
149-1521994} 

Nach der Surfactin- Behandlung war mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion keine Kontamination der 
Suspensionszellkulturen mit Mykoplasma orale nachweisbar. Ira Vergleich zu den unbehandelten Kontrollansat- 
zen verringertensich die Zelldichten nach der Behandlung auf 31% fur die Molt 4/8, 55% ffir die H9-,41% fur die 
Jurkat- und 27% fur die MT-4- Zell kultur. 

Beispiel 3 

Bestimraung der Zytotoxizitat von Surfactin auf adharente Zellen 

Die Bestimmung der zytotoxischen Wirkung der zyklischen Lipopeptide auf mykoplasmenkontaminierte,' 
adharente Zellen in Kultur erfolgte in Abwandlung des Kris tall viol ett-Tests von DA. Flick und G.E. Gifford [J. 
Immunol. Meth. 68 167-175 19-84]: 
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1 . Frisch trypsinierte Zetlen der Linien ML (Nerz-Lungenzellen), CV1 (Nierenzellen der griinen Meerkatze), 
Hep 2 (humane Epithelzellen), CRFK (Katzen-Nierenzelien) und BHK21 (Hamster-Nierenzellen) wurden 
jeweils in Dulbecco's modiriziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% (v/v) frisch uber 30 min bei 56°C 
inaktiviertem fdtalem Kalberserum (GIBCO) aufgenommen und 100 u.1 Zellsuspension (ca. 1— 2 • 10 5 

5 Zellen/ml) in jeweils eine Vertiefung einer 96-Loch-Flachboden-ICulturplatte (Nunc) pipettiert Die Kultur 

wurde 3 Stunden bei 37° C in Gegenwart 5 Vol.-% C0 2 bebrutet. 

2. In Kulturmedium gelostes Surfactin wurde sterilfiUriert (Nalgene Spritzenvorfilter, Porenweite 0,1 u.m) 
und auf verschiedene Konzentrationen mit frischem Kulturmedium verdunnt 50 |il des Nahrmedium mit 
verschiedenen Konzentrationen Surfactin wurde zu den angewachsenen Zellen gegeben. Die Kulturplatte 

io wurde weitere 2 Tage bei 37° C und in Gegenwart von 5 VoI.-% CO2 bebrutet 

3. Die Zellen der Linien ML, Hep 2 und BHK21 waren nach 3 Tagen, die Zellen der Linien CV1 1 und CRFK 
nach 8 Tagen in den Kontrollreihen zu hohen Zelldichten herangewachsen und bildeten einen homogenen 
Zellrasen. Der Mediumuberstand wurde abgeschlagen und zu jedem Ansatz 50 \i\ Kristallviolettlosung 
pipettiert. Die Kristallviolettlosung setzte sich zusammen aus 3,75 g Kristallviolett, 1,75 g NaCl 1613 ml 
Ethanol abs- 43,2 ml 37%igem Formaldehyd (alle Chemikalien von Merck) ad 500 ml deionisiertes und 
destilliertes Wasser. Die Kristallviolettlosung wurde nach 20 min intensiv aus den Kavitaten mit deionisier- 
tem Wasser herausgewaschen und die Mikrotiterplatte an der Luft getrocknet 

4. Der verbleibende zellgebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 ul einer Ldsung aus 50% 
Ethanol abs., 0,1% Eisessig, 49^% deionisiertera und destilliertem Wasser je Kavitate in Losung gebracht 
und durch intensives Schutteln uber 5 Minuten homogen verteilt Die photometrische Bestimmung der 
Farbintensitat, die in linearem Zusammenhang zur Zelldichte steht, erfolgte bei 550 nm (EAR 400 AT, 
SLT-Labinstruments). Es wurde die Konzentration ermittelt, die eine Reduzierung der Zellzahl um 50% 
bewirkte. 

Bei diesem Test konnte fur das Surfactin ein zytotoxischer Effekt von 50% bei einer Mediumkonzentration 
von 4-8 \lM fur die Hep 2 -, von 37 jiM fur die BHK21-, von 45 u.M fur die CRFK- und von 43 pM fur die 
ML-Zellen ermittelt werden. Die CRFK- und Hepr-Zellen zeigten bei Konzentrationen bis zu 30 *iM Surfactin 
keine Veranderungen der Zelldichte. Bei den ML- und BHK21 -Zellen wurde bei dieser Surfactin-Konzentration 
eine Wachstumsverringerung um 15% beobachtet Die in Beispiel 1 angewandte Konzentration von 40 u,M 
30 Surfactin bewirkte eine Reduzierung der Zelldichte auf 15% bei den CRFK- und Hep 2 -Zellen, auf 45% bei den 
^ ML-Zellen und auf 57% bei den BHK21-Zellen im Vergleich zu unbehandelten KontroUansatzen. Keine der 
getesteten Kulturen tolerierte hShere Surf actin-Konzentrationen als 65 \iM. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von synthetisierten oder naturlich vorkommenden zyklischen Lipopeptiden sowie deren 
Salze in Verbindung mit Zell- f Gewebe- und Organkulturen bzw. Labortieren und Pflanzen, eingesetzt zum 
Zwecke der Inaktivierung von bzw. zum Schutz vor Infektionen durch Mikroorganismen der Klasse 
Mollicutes. . 

2. Verwendung von synthetisierten oder naturlich vorkommenden zyklischen Lipopeptiden sowie deren 
Salze fur die Herstellung oder als Zusatz zu biotechnologischen Erzeugnissen, Pharmazeutika und sonsti- 
gen Substanzen zum Zwecke der Inaktivierung von bzw. zum Schutz vor Infektionen durch Mikroorganis- 
men der Klasse Mollicutes. 

3. Verwendung von synthetisierten oder naturlich vorkommenden zyklischen Lipopeptiden sowie deren 
pharmakologisch vertraglichen Salze fur die Herstellung von Heilmitteln oder als Bestandteil von Heilmit- 
teln mit Wirkung gegen Mikroorganismen der Klasse Mollicutes. 
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